










 مجله دانشگاه علوم پزشکي بابل
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 شناسایی سریع ایزوله های انتروکوکوس فکالیس با استفاده از واکنش زنجیره ای 
 )RCPپلی مراز(
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 73/18/38: رشیپذ، 73/3/98اصلاح: ، 73/6/1 :دریافت
 خلاصه
ناک رانتروکوکوس فکالیس به عنوان یک پاتوژن مهم در عفونت های بیمارستانی مطرح می باشد. شناسایی سریع انتروکوکوس فکالیس در عفونت های خط :هدف و سابقه
انتروکوکوس فکالیس و در شناسایی ایزوله های  7370feبه خصوص در افراد با نقص ایمنی مسئله مهمی به شمار می رود. هدف از انجام این مطالعه بررسی کارایی ژن 
 گونه های مشابه شامل انتروکوکوس فیسیوم و استافیلوکوکوس اورئوس می باشد.
از منابع  اورئوس ایزوله استافیلوکوکوس 11ایزوله انتروکوکوس فیسیوم و  11، ایزوله انتروکوکوس فکالیس 11ایزوله بالینی شامل  118در این مطالعه مقطعی  :هامواد و روش
با استفاده از روش واکنش زنجیره ای  7370feایزوله ها از نظر حضور ژن هانجام شد و هم 7370feعفونت جمع آوری شد. طراحی پرایمر با استفاده از توالی ژن مختلف 
 بر اساس ایزوله های غیر انتروکوکوسبر اساس ایزوله های بالینی انتروکوکوس فکالیس و اختصاصیت پرایمرها  RCP) مورد بررسی قرار گرفتند. حساسیت RCPپلی مراز (
 ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس بررسی شد. 11ایزوله انتروکوکوس فیسیوم و  11فکالیس شامل 
ئوس ) همه ایزوله های اور ایزوله استافیلوکوکوس 11ایزوله انتروکوکوس فیسیوم و  11ایزوله انتروکوکوس فکالیس،  11ایزوله بالینی (  118در این مطالعه از مجموع  ها:یافته
اورئوس همگی  محاسبه شد. همچنین ایزوله های انتروکوکوس فیسیوم و استافیلوکوکوس %118و حساسیت تست  مثبت 7370feانتروکوکوس فکالیس از نظر حضور ژن 
 منفی شدند که نشانگر اختصاصیت پرایمرها بود. 7370feاز نظر حضور ژن 
 یک روش حساس و کاربردی در شناسایی سریع انتروکوکوس فکالیس به خصوص در بیماران با شرایط بحرانی می باشد. بر اساس نتایج این مطالعه RCP نتیجه گیری:
 در نمونه های بالینی احتمالا منجر به تشخیص سریع عفونت ناشی از انتروکوکوس فکالیس می شود. 7370feحفاظت شده  شناسایی ژن
 .)RCP، واکنش زنجیره ای پلی مراز (7370feانتروکوکوس فکالیس،  :های کلیدیواژه
 مقدمه 
انتروکوکوس فکالیس به عنوان مهمترین گونه جنس انتروکوکوس، بخشی از 
تان می بیمارسفلور طبیعی دستگاه گوارش انسان است که در بیماران بستری در 
تواند عامل مهم عفونت های جدی شامل عفونت زخم؛ عفونت های ادراری ؛ عفونت 
 دمیولوژیکی امروزه). بر اساس گزارشات اپی8و1های خونی و اندوکاردیت باشد(
 %16انتروکوکوس یکی از پاتوژن های مهم بیمارستانی با میزان مرگ و میر بالای 
). بنابراین شناسایی سریع و صحیح انتروکوکوس فکالیس 9در بین بیماران می باشد(
و جلوگیری از انتشار سویه های مقاوم  در نمونه های بالینی جهت شروع درمان
وش های متداول در تشخیص انتروکوکوس فکالیس بر ). ر۴بسیار ضروری است(
). روش های فنوتیپی محدودیت ها و 1پایه کشت و تست های فنوتیپی می باشد(
 خطاهای تشخیصی زیادی را به همراه دارند. مطالعات مختلفی تشخیص اشتباه 
                                                           
 باشد.  می شکی تهرانزعلوم پ دانشگاه 86719شماره و طرح تحقیقاتی به کارشناسی ارشد باکتری شناسی پزشکی  دانشجویسمیرا سبزی  پایان نامه مقاله حاصلاین  
 محمدرضا پورمند دکترمسئول مقاله:  *
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انتروکوکوس فکالیس را با سایر کوکسی های گرم مثبت نشان می دهند که تمام 
اهد می تواند باعث بروز مشکل در درمان بیماران و کنترل عفونت در این شو
در سال های اخیر روش های مولکولی جهت افزایش  ).6و7بیمارستان شود(
امروزه به طور وسیعی  RCPحساسیت در تشخیص عفونتها معرفی شدند. تکنیک
عه سبه عنوان یک روش کاربردی و قابل قبول در تشخیص عفونتهای باکتریایی تو
). این روش به عنوان یک روش جایگزین کشت و روشهای فنوتیپی 1یافته است(
جهت کاهش زمان شناسایی و به حداقل رساندن اشتباهات تشخیص مطرح 
برای تشخیص انتروکوکوس  در مطالعات مختلف، ژن های متنوعی ).3میباشد(
و  srrا مانند هشده است. برخی از این ژن فکالیس در نمونه های بالینی استفاده
مارکرهای مناسبی جهت تشخیص انتروکوکوس فکالیس در نمونه های  sldd
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و  lyh، pse، Eleg های ویرولانس مانند). برخی دیگر از ژن18خونی می باشند(
نیز مورد بررسی قرار گرفته اند که حضور آنها در همه ایزوله ها تایید نشده  afe
 ).88-98است(
تاکنون مطالعه ای مبنی بر شناسایی مولکولی انتروکوکوس از آنجائیکه 
) ۴8کند(را کد می 7370FEکه پروتئین  7370feفکالیس با استفاده از ژن 
همه ایزوله های  در 7370fe ژنو با توجه به اینکه صورت نگرفته است. 
 7370fe انتروکوکوس فکالیس با توالی معینی وجود دارد. بنابراین به نظر می رسد
می تواند به عنوان مارکر ژنتیکی جدید در راستای تشخیص بالینی انتروکوکوس 
در  7370feفکالیس مفید باشد. هدف از انجام این مطالعه بررسی کارایی ژن 
 تشخیص مولکولی ایزوله های انتروکوکوس فکالیس می باشد.
 
 
 هامواد و روش
تصویب کمیته اخلاق دانشگاه پس از مقطعی این مطالعه  روش جمع آوری ایزوله ها:
 7602.6931.CER.HPS.SMUT.RI علوم پزشکی تهران با کد اخلاق
تهای مختلف از عفونکه ایزوله بالینی ( تایید شده با تست های فنوتیپی)  118بر روی 
شامل عفونت خون؛ عفونت ادراری و عفونت زخم از بیمارستان های مربوط به 
ند، جمع آوری شد 1398زه زمانی فروردین تا مرداد دانشگاه علوم پزشکی تهران در با
ایزوله  11ایزوله انتروکوکوس فکالیس،  11. این ایزوله ها شامل انجام گردید
از آنجا که هیچ ایزوله استافیلوکوکوس اورئوس بودند.  11انتروکوکوس فیسیوم و 
 مطالعه ای درباره این ژن و حضور آن در دو باکتری انتروکوکوس فیسیوم و
استافیلوکوکوس اورئوس انجام نشده است، بنابراین نسبت وجود ژن در هر باکتری 
و  %13 در نظر گرفته شد و تعداد ایزوله ها طوری تعیین شد که با اطمینان 1/1
تعداد ایزوله برای هر باکتری  ورد کرد.آبتوان نسبت این ژن را بر %18حداکثر خطای 
 استافیلوکوکوس اورئوس و انتروکوکوس فیسیوم با توجه به فرمول مربوطه 
 بدست آمد.
متعلق به شرکت  ANDژنوم ایزوله ها توسط کیت استخراج  استخراج ژنوم:
 کره مطابق دستورالعمل آن استخراج شد. reenoiB
ایمرهای اختصاصی بر پر): RCPبهینه سازی واکنش زنجیره ای پلی مراز(
آنالیز و طراحی شد. توالی  knaBneGپایگاه  در 7370feاساس اطلاعات ژن 
  drawroFجفت بازی پرایمر  61
 ) و′3 -GGCTAATGAAAATTTTTAAATCTGTA- ′5( 
  esreveR جفت بازی پرایمر 11
) برای  ′3 -ATTTTTTTATTTATCTCTACTCGTC- ′5(
 مورد استفاده قرار گرفتند. RCPجفت بازی در تکنیک  7118تکثیر محصول 
انتروکوکوس فکالیس به عنوان کنترل  21292CCTAسویه استاندارد 
به عنوان کنترل منفی در  ANDمثبت و میکروتیوب حاوی مواد واکنش به غیر از 
 ت ارسال شدند.وزیسنظر گرفته شدند. نتایج مثبت جهت تعیین توالی به شرکت تکاپ
 ximretsaMمیکرولیتر  18میکرولیتر شامل  11در حجم نهایی  RCPتکنیک 
 lμ/lomp میکرولیتر از هر پرایمر( 8؛  ANDمیکرولیتر  1(سیناکلون؛ ایران)؛ 
 میکرولیتر آب مقطر دوبار استریل طبق برنامه زیر انجام شد: 3) و 11
دقیقه و سی دوره تکثیر  1درجه سانتی گراد به مدت  13یک دوره دمای 
درجه سانتی  96ثانیه، دمای  16درجه سانتی گراد به مدت  13محصول شامل دمای 
ثانیه و نهایتا یک  13درجه سانتی گراد به مدت  17ثانیه، دمای  1۴گراد به مدت 
ی محصولات در ژل آگارز تمام دقیقه انجام شد. 18درجه به مدت  17دوره دمای 
 ساعت) مورد بررسی قرار گرفتند.  1، به مدت 13یک درصد ( ولتاژ 
 ANDبرابری  18رقت سریالی  :RCPحساسیت و محدودیت تشخیص تکنیک 
با هریک از غلظت های متفاوت انجام  RCPدر آب مقطر استریل تهیه و تکنیک 
الینی انتروکوکوس فکالیس ایزوله ب 11با استفاده از  RCPشد. همچنین حساسیت 
 مورد بررسی قرار گرفت.
های غیر با استفاده از ایزوله RCPاختصاصیت  :RCPاختصاصیت پرایمرهای 





ایزوله بالینی  118به طور کلی،  ):RCPبهینه سازی واکنش زنجیره ای پلی مراز (
انتروکوکوس فکالیس، انتروکوکوس فیسیوم و استافیلوکوکوس اورئوس به منظور 
در این مطالعه بررسی  RCPدر تکنیک  7370feجفت بازی  7118حضور ژن 
شدند. نتایج مطالعه ما حضور این ژن را در همه ایزوله های بالینی انتروکوکوس 
ا در ایزوله های انتروکوکوس فیسیوم و استافیلوکوکوس فکالیس و عدم حضور آن ر











جفت  7118با وزن حدود  7370feژن  RCPالکتروفورز محصول . 8شکل 
) ynamreG ,nO eneG(  118 pb : مارکرMدرصد.  8بازروی ژل آگارز 
: 1-3انتروکوکوس فیسیوم ؛ : 6-7: انتروکوکوس فکالیس؛ 1-1: کنترل مثبت ؛ 8؛ 
 : کنترل منفی18ورئوس؛ استافیلوکوکوس ا
 
به منظور  ANDتهیه سریال رقت  :RCPحساسیت و محدودیت تشخیص 
) انجام شد که  7370fe( با استفاده از پرایمرهای  RCPکمترین حد تشخیص 
کپی در  18قابل تشخیص  ANDنتایج حاصل از تکثیر نشان داد کمترین مقدار 
ایزوله انتروکوکوس فکالیس مثبت  11برای  RCPهر واکنش است. همچنین نتایج 
 محاسبه شد. %118حساسیت  1×1بود که حساسیت تست با استفاه از جدول 
اختصاصیت تست با استفاده از ایزوله های غیر انتروکوکوس  :RCPاختصاصیت 
ط دهنده پرایمرهای اختصاصی است که فقفکالیس انجام و نتایج منفی تست نشان 
 %118ایزوله های انتروکوکوس فکالیس را شناسایی می کنند . اختصاصیت تست 
 محاسبه شد.
  7189102 ;12 ;icS deM vinU lobaB J                                                                                                                                                                                    
 la te ,izbaS .S ,…setalosI silaceaF succocoretnE fo noitacifitnedI dipaR
 
 knaBneGبا توالی موجود در  7370feنتایج تعیین توالی  نتایج تعیین توالی:
 knaBneGبا توالی موجود در  7370feمقایسه و مشخص شد که توالی ژن 
کاملا یکسان است و هیچ موتاسیونی در توالی ژن مشاهده نشد. آنالیز نتایج و بررسی 
) نشان می دهند این ژن در سویه های مختلف TSALBهای بیوانفورماتیک (
 انتروکوکوس فکالیس کاملا مشابه است و در سایر باکتری ها یافت نمی شود.
 
 
 یریگ جهینت و بحث
برای   noitcaer niahc esaremyloPاز تکنیک که در این مطالعه
استفاده  7370feشناسایی اختصاصی انتروکوکوس فکالیس با هدف قرار دادن ژن 
نتایج حاصل، حساسیت و اختصاصیت این روش را برای ایزوله های ، شد
انتروکوکوس فکالیس نشان داد. در مطالعات پیشین اهمیت عفونتهای انتروکوکی 
  ).18و68( ه شدادایران نشان د مناطقی از در
های فنوتیپی بر پایه کشت به منظور تشخیص پاتوژن ها اگرچه امروزه روش
و تعیین مقاومتهای آنتی بیوتیکی در آزمایشگاه های میکروب شناسی متداول 
هستند، در برخی موارد خاص، نیاز اضطراری به تشخیص سریع پاتوژن به منظور 
از طرف دیگر از دست  ).78و18دارد(شناسایی عفونت و تصمیمات درمانی وجود 
ای هرفتن قابلیت کشت انتروکوکوس فکالیس در شرایط نامناسب بر روی محیط
 tuB elbaiVکشت، به دلیل ورود این باکتری به حالت زنده غیر قابل کشت (
) می باشد. این در حالی است که در موقعیت slleC elbarutluc-noN
متابولیکی فعال و فاکتورهای ویرولانس خود را از نظر  ، باکتری زنده،CNBV
). مطالعات 38( دهدکند اما بر روی محیط های کشت کلنی تشکیل نمیبیان می
ه دهای تشخیص فنوتیپی اشاره کرزیادی به اهمیت تشخیص مولکولی و محدودیت
و همکارانش انجام شد مشخص شد  ocsaleVاند. در مطالعه ای که توسط 
برای تشخیص گونه های  RCPهای فنوتیپی و روش ژنوتیپی شارتباطی بین رو
نتایج آنها بر اساس روش فنوتیپی باعث شناسایی اشتباه  انتروکوکوس وجو ندارد.
 slddو ژن هدف  RCPایزوله های انتروکوکوس فیسیوم شد که با روش  %18
 ).11ایزوله ها به درستی تشخیص داده شدند(
بدون استثنا در همه ایزوله  7370feداد که ژن در مطالعه حاضر، نتایج نشان 
این ژن به عنوان یک ژن محافطت  های بالینی انتروکوکوس فکالیس وجود دارد.
ر ایزوله های بالینی انتروکوکوس فکالیس که د شده به منظور تشخیص اختصاصی
گونه های مشابه حضور ندارد تکثیر و مورد بررسی قرار گرفت. مطالعاتی درباره 
) 81( sldd، nav، 1asa، lyh، pseشناسایی عناصر ژنتیکی انتروکوکوس مانند 
گردید مشخص و ) انجام شده 11( ecaو  lyh،  Alyc،pse، Elegو همچنین 
لی در مطالعه قب ها در همه ایزوله های انتروکوکوس فکالیس وجود ندارند.این ژن که
نشان  کد می شود، نتایج 7370feکه توسط ژن  7370FEما بر روی پروتئین 
با سرم بیماران مبتلا به عفونت ناشی از انتروکوکوس فکالیس  داد که این پروتئین
ژن احتمالا مارکر مناسبی  این لذا). 91واکنش داده و در طی عفونت بیان می شود(
جهت تشخیص عفونت انتروکوکوس فکالیس می باشد که نیازمند مطالعات گسترده 
 تر و استفاده از این ژن در نمونه های بالینی می باشد.
 
 
 ر و تشکر یتقد
دانشگاه علوم  تحقیقات و فناوریهای مالی معاونت بدینوسیله از حمایت
کارکنان مرکز تحقیقات اورولوژی بیمارستان همکاری  از شکی تهران و همچنینزپ
گردد. می تشکر و تقدیر، سینا
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ABSTRACT 
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Rapid detection of Enterococcus faecalis as a frequent cause of nosocomial 
infections in immunocompromised patients is an important issue. Herein, the current study developed a PCR assay based 
on the ef0737 gene to detect E. faecalis isolates. 
METHODS: In this cross-sectional study, 150 clinical isolates including E. faecalis, E. faecium and Staphylococcus 
aureus were collected. A set of pair primers was designed using the sequence of ef0737. All isolates were examined for 
the presence of ef0737 gene by PCR assay. The sensitivity of PCR assay was evaluated according to 50 clinical isolates 
of E. faecalis. The specificity of PCR primers was also determined using non-E. faecalis species including 50 E. faecium 
and 50 S. aureus isolates. 
FINDINGS: In this study, from 150 clinical isolates that were collected; all the 50 E. faecalis isolates showed positive 
results for the ef0737 gene which showed 100% sensitivity. No ampliﬁcation were observed in other isolates include E. 
faecium and S. aureus. 
CONCLUSION: PCR assay is a more efficient and sensitive tool for detection and characterization of E. faecalis 
especially in patients with the critical condition. Identification of the preserved ef0737 gene in clinical samples may be 
able to determine infections caused by E. faecalis. 
KEY WORDS: Enterococcus faecalis, ef073, PCR. 
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